
細胞内情報伝達の活性強度を加減調節する
タンパク質リン酸化酵素 NLK

１． は じ め に

私たちヒトを含む多細胞生物のからだは，様々な機能と

構造を持つ複雑な構造体である．これまでの遺伝学的研究

や発生生物学的研究により，多細胞生物のからだの構築と

維持にはWnt／βカテニンシグナルや Notchシグナル，受

容体チロシンキナーゼシグナルなどの情報伝達経路（シグ

ナル伝達経路）の活性が必須であることがわかっている．

しかしながら，情報伝達経路は数えられるほどしか存在し

ておらず，これらの単純なオン・オフ制御のみで複雑精緻

な構造体を作り上げ，維持することができるとは考えにく

い．一つの考え方として，情報伝達経路の活性強度の加減

調節（ファインチューニング）が情報伝達経路の出力を多

様化させ，これが多細胞体の構造の複雑化をもたらしてい

る，と考えることができる．本稿では，このような情報伝

達強度の加減調節を担う分子として注目されている

Nemo-like kinase（NLK）について，著者らの研究成果を

中心に解説させて頂きたい．

２． Wnt／βカテニンシグナル活性調節因子としての NLK

の発見

NLK遺伝子は，１９９４年にショウジョウバエの個眼形成

に関わる遺伝子 nemo として最初に発見された１）．通常，

ショウジョウバエの個眼は六角形の形状をしているが，

nemo 遺伝子の機能欠損個体では個眼の形状が四角形にな

る．このため，朝鮮語（韓国語）で“四角形”を意味する

nemoがこの遺伝子の名前として付けられた１）．その後，

１９９８年にマウス nemo 遺伝子ホモログとして Nemo-like

kinase（NLK）がクローニングされた２）．しかしながら，

NLKファミリーの分子群の分子レベルの機能は全くわ

かっていなかった．そのような中で，オレゴン大学の

Bowerman博士らを中心とした我々の研究グループは，内

胚葉形成に異常を持つ線虫 C. elegans 突然変異株群の解析

を行い，その一つである lit-１変異株の原因遺伝子が

nemo／NLKのホモログであることを発見し，さらに lit-１

遺伝子産物がWnt／βカテニンシグナルの転写因子 POP-１

の核局在を阻害することにより細胞の内胚葉への運命選択

を促進することを見いだした３）．Wnt／βカテニンシグナル
は，脊椎動物においては組織や器官の構築・維持，幹細胞

性の維持，がん発生など様々な局面で重要な役割を担って

おり，このシグナルの活性強度調整機構の解明は，動物の

個体発生機構の理解のみならず，様々な医療技術の発展に

貢献しうると期待できる．そこで我々は，哺乳動物におけ

る NLKとWnt／βカテニンシグナルの関係の検討も行い，

図１ NLKの基質群
NLKによってリン酸化を受けるタンパク質群を示した．各タンパク質の下
に，リン酸化の効果によって引き起こされる効果を示した．また，さらに
その下に，そのリン酸化が観察された細胞を括弧で，そのリン酸化によっ
て制御される生命現象を大括弧で示した．
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その結果，ヒト培養細胞 HEK２９３及び HeLaにおいて

NLKがWntシグナルの転写因子 Tcf／Lef（POP-１ホモログ）

をリン酸化し，これにより Tcf／Lefの DNA結合能を低下

させ，Wntシグナル標的遺伝子発現を低下させることを発

見した（図１）４，５）．

３． NLKによる転写因子群の活性制御

この我々による最初の NLKの分子機能の報告を皮切り

に，この十数年余りで数多くの新たな NLKの分子機能が

報告された．まず，理化学研究所の石井俊輔先生を中心と

した研究グループにより，造血細胞の増殖と死を制御する

転写因子である c-Mybが NLKの新たな基質であること，

そして，CV-１細胞において NLKが c-Mybをリン酸化す

ると c-Mybのタンパク質としての安定性が低下すること

が報告された６）（図１）．続いて，東京医科歯科大学の澁谷

浩司先生らのグループにより，アフリカツメガエル初期胚

において NLKホモログが転写因子 STAT３をリン酸化し

てその転写活性を促進することにより中胚葉形成に貢献す

ること７）や，転写因子MEF２Aのリン酸化を介して頭部前

方領域の形成に貢献すること８）が発見された（図１）．また

最近，韓国のグループが，ストレス応答や代謝，寿命制御

など様々な現象に関わる転写因子である Foxo１が NLKに

よってリン酸化され，このリン酸化により Foxo１が核か

ら排出され，Foxo１依存的な遺伝子発現が低下することを

報告している９）．一方で我々も，NLKが様々な哺乳動物細

胞（HEK２９３，HeLa，Sw４８０，neuro-２a，PC１２など）にお

いて Notch１をリン酸化して Notch１転写複合体の形成を阻

害し，Notch１による転写活性化を抑制すること，この制

御による Notchシグナル強度の加減調節が脊椎動物の神経

板における適切な数の神経細胞の形成に必須であることを

見いだしている１０）（図１）．

ショウジョウバエにおいても nemo 遺伝子産物（Nemo）

の機能解析が積極的に行われており，Nemoが Bone mor-

phogenetic protein（BMP）シグナルの転写因子 Smadのホ

モログMadをリン酸化してその核移行を抑制することに

より BMPシグナルを弱めること１１）（図１）や，概日時計を

制御する転写因子である Periodをリン酸化してそのタン

パク質安定性を促進することにより概日時計制御に貢献す

るなど１２）（図１），驚くべき機能が明らかにされている．

４． NLKは細胞膜付近でも機能する

NLKは過剰発現すると大部分が核に局在し２），またこれ

までに発見された基質が全て転写因子であったことから，

NLKは核でしか機能しないと信じられてきた．しかしな

がら，我々は抗 NLK抗体を用いた PC１２細胞及び neuro-

２a細胞の染色により，これらの細胞株の内在性の NLKの

大部分が核周辺領域，特にゴルジ体周辺に強く局在するこ

とを見いだした１３，１４）．さらに，神経成長因子 NGFで刺激し

た PC１２細胞では，内在性の NLKが核内と細胞膜周辺の

双方へ局在変化し，同時に内在性 NLKの酵素活性も上昇

することを発見した１３，１４）．このことは，NLKが核内と細胞

膜周辺の双方において機能することを示唆している．我々

は NLKの細胞膜における基質を探索し，その結果，NGF

シグナルの下流で NLKが接着斑裏打ちタンパク質パキシ

リンの Ser-１２６残基と微小管結合タンパク質MAP１Bをリ

ン酸化することを見いだした１３）（図１）．NLKによるこれら

のリン酸化の意義は不明であるが，PC１２細胞において

NLKを RNAiにより機能阻害すると，NGFによって誘導

されるMAP１Bとパキシリン Ser-１２６のリン酸化だけでな

く，NGFによって PC１２細胞の細胞辺縁部に誘導されるア

クチンネットワーク形成と細胞突起伸長も阻害される１３）こ

とから，おそらく NLKは in vivo においてこれらの基質の

リン酸化を介して神経突起の形成，伸展に貢献しているも

のと予測している．また最近，ショウジョウバエ Nemoが

接着タンパク質 Eカドヘリンをリン酸化することが報告

されており１５），今後も NLK／Nemoの核外におけるさらな

る新機能の発見が期待される．

５． NLKの活性制御機構

前述のように，NLKは重要なシグナル伝達経路の主要

分子をリン酸化しその活性を制御することがわかってきて

おり，その活性制御機構の解明は非常に重要な課題となっ

ている．現在までに，NLKの活性化を促す細胞外シグナ

ル分子としてはWnt，Activin，IL-６，NGFなどが報告され

ている６，７，１３，１６，１７）．さらに，Wnt，Activin，IL-６による NLK

の活性化には Ser／Thrキナーゼ TAK１が関与し７，１６，１７），NGF

による NLKの活性化には低分子量 Gタンパク質 Rasが関

与することもわかっている１３）ものの，これらの分子群がど

のような分子機構で NLKを活性化するのかは全くわかっ

ていない．また一方で，NLKは mitogen activated protein

kinase（MAPK）ファミリーの Ser／Thrキナーゼに構造的

に類似していること２）が知られており，MAPKと同様の機

構で活性化するのではないかと考えられてきた．しかしな

がら，NLKとMAPKの一次構造を詳細に比較すると，

NLKの活性化機構がMAPKとは大きく異なる可能性が見

えてくる．一般的なMAPKは，その活性化ループに存在
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する Thr-Xxx-Tyr（TXY）モチーフの Thrと Tyrを上流の

MAPKキナーゼによってリン酸化されることによってそ

のキナーゼ活性を活性化し，さらにホモダイマーを形成し

て核内に移行する（図２）１８）．興味深いことに，MAPKの

TXYモチーフに該当する部位が NLKでは Thr（２８６）-Gln

（２８７）-Glu（２８８）となっており２），Tyrに相当する残基が酸性

アミノ酸，つまりリン酸化状態をミミックした状態になっ

ている．また，一般的なMAPKは単独で細胞に過剰発現

しても上流からの活性化シグナルなしには活性化しない

が，NLKはこれとは異なり，単独で過剰発現しただけで

そのキナーゼとして活性化状態となり，核へも移行するこ

とができる２，１４）．私たちはこの NLKとMAPKの類似と相

違に注目し，NLKの活性化機構を解析した．その結果，

細胞に過剰発現した NLKはホモダイマーを形成し，ホモ

ダイマー内で Thr-２８６を分子間で互いにリン酸化して活性

化することが明らかになった（図２）１４）．また，ホモダイ

マー形成は NLKの細胞内局在にも関与しており，ホモダ

イマー形成能を持つ NLKは核内や細胞質，細胞膜周辺へ

局在するのに対し，ホモダイマー形成能を持たない NLK

変異体は核周辺領域に限定的に局在した１４）．このように，

ホモダイマー形成は一般的なMAPKでは主に核への局在

のみに必要であるのに対し，NLKではその活性化と核局

在の双方に必要なことがわかった．我々はさらに，細胞内

在性の NLKも同様の機構で活性化するかの検討を行っ

た．その結果，内在性 NLKも NGFなどの上流シグナル

に応答してホモダイマーとなり，核周辺領域から核内へ局

在変化するとともに，Thr-２８６を自己リン酸化して活性化

することも明らかになった１４）．このように，「NLK活性化

の起動スイッチがそのホモダイマー形成にある」ことが明

らかになった．今後は，このホモダイマー形成の制御機構

を解明する必要がある．非常に興味深いことに，ゲル濾過

クロマトグラフィーを使った解析により，不活性状態の内

在性 NLKやホモダイマー形成能を欠く変異体 NLKは巨

大なヘテロ複合体を形成していることが明らかになってい

る（図２）１４）．このことから，このヘテロ複合体の実体を解

明することが NLKホモダイマー形成制御機構解明の近道

となると期待している．またこれまでに，MAPKファミ

リーの Ser／Thrキナーゼ p３８が NLKの Ser-５１０のリン酸化

を介して NLKのキナーゼ活性を活性化すること１９）や，

Ser／Thrキナーゼ Homeodomain-interacting protein kinase２

（HIPK２）が Thr-２８６ではない未知の残基のリン酸化を介

して NLKのキナーゼ活性の上昇を導くことが報告されて

おり６），これらのリン酸化とホモダイマー形成の関係を検

討することも一つのアプローチと考えられる．

６． NLKはリチウム感受性キナーゼである

上述のように，我々は「PC１２細胞において NGFによっ

て誘導されるパキシリン Ser-１２６のリン酸化は NLKが

担っている」ことを明らかにしている１３）が，その一方で

PC１２細胞を塩化リチウムで処理すると NGFによるパキシ

リン Ser-１２６リン酸化の誘導が抑制されることがこれまで

に報告されており２０），このため塩化リチウム感受性キナー

ゼとしてよく知られている Glycogen synthase kinase-３β
（GSK-３β）が NGFシグナルによるパキシリン Ser-１２６のリ

ン酸化を担っていると信じられていた２０）．しかしながら

我々は，NGFによるパキシリン Ser-１２６リン酸化誘導が

NLKの RNAiによっては阻害されるが，GSK-３βの特異的
阻害剤の添加では阻害されないことを確認しており１３），こ

れらのことから「塩化リチウムが NLKに作用している可

能性」があることに気付いた．そこでこの可能性を検討し

た．その結果，NLKの in vitro におけるキナーゼ活性と

PC１２細胞における NLKの自己リン酸化活性が塩化リチウ

ム存在下で抑制されることが明らかになった１３）．加えて，

塩化ナトリウムは in vivo においても in vitro においても

NLKの活性に全く影響しないことも明らかになった（未

図２ MAPKと NLKの活性化機構
一般的なMAPKは，MAPKキナーゼ（MAPKK）によってリン
酸化されることによってそのキナーゼ活性を活性化し，さらに
ホモダイマーを形成して核内に移行する．一方で NLKは，不
活性状態のときは核周辺領域において巨大なヘテロ複合体を形
成しており，NGF刺激を受けるとホモダイマーを形成し，核
内へ局在変化するとともに，ホモダイマー内で Thr-２８６を分子
間で互いにリン酸化して活性化する．
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発表データ）．これらの結果から，NLKがリチウム感受性

キナーゼであることが示唆された．リチウムは躁鬱病の治

療薬としてよく知られているが，どのような分子機構で躁

鬱病治療に貢献しているかは未だに良くわかっておらず，

リチウムの分子・細胞レベルにおける効果の解析が精力的

になされている．これまでにわかっているリチウムの分子

レベルの効果としては，GSK-３βの活性抑制，タンパク質
リン酸化酵素 Aktの活性促進，イノシトールリン脂質経路

の抑制が知られている．今回我々は，新たなリチウムの標

的として NLKを再発見した．非常に興味深いことに，リ

チウムにはWnt／βカテニンシグナル及び Notchシグナル

の双方の活性を促進する効果がある．これらの効果は，こ

れまでは GSK-３βの活性抑制を介したものであると信じら
れてきた．しかしながら，NLKがWntシグナル抑制能と

Notchシグナル抑制能の双方を持つこと４，１０）から，リチウム

のWnt・Notchシグナル促進効果の一部は NLKを介した

ものである可能性が期待できる．

７． お わ り に

近年の研究により，NLKが細胞の増殖，分化，運動を

担う複数の重要なシグナル経路の活性強度を制御すること

がわかってきており，基礎生物学研究者だけでなく多くの

医学研究者が NLKの研究に参加するようになってきてい

る．しかしながら，脊椎動物個体における NLKの機能と

制御は未だに解析が十分に進んでいない．その原因とし

て，抗―活性化 NLK抗体などの細胞内在性の NLKの活性

状態をモニタリングするシステムと，NLK阻害剤などの

NLKの機能阻害を容易に行うシステムが確立されていな

いことを挙げることができる．今後，私はこれらのシステ

ムの開発を進め，NLK研究推進に努めたい．また，NLK

は複数の細胞機能制御分子の活性を制御する能力を持つの

で，「NLKが動物個体内の同一細胞において複数シグナル

を同時に制御し，シグナルの統合を担っている可能性」が

大いに期待できる．この可能性を追究する研究も積極的に

進めていきたい．
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